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PRODUIT COSMET1QUE A BASE DEXTRAITS PROTEIQUES NATURELS D'ALGUES. 

(£7) La presente invention conceme un produit cosmetique 
aTSase d'extraits proteiques naturels d'algues microscopi- 
ques du type chlorella laquelle possede la particularite 
d'etre monocellulalre. 
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La present e invention concerne un produit cosmetique a base 
d'extraits proteiques naturels d'algues. 

A titre d ' information, on a deja mentionne 1' usage d'extraits 
d'algues dans dee produits a activites lipolytiques. On pourra 
5 consulter a ce sujet les documents suivants: EP-A-438 302, FR-A-2 581 
876 et la demande de brevet frangais 94 00686 deposee le 18/01/94 par 
la presente demanderesse. 

Toutefois, on n'a pas jusqu'ici mis en evidence les effete 
ameliorateurs d'extraits d'algues sur le derme de la peau et see 
10 compos an to . 

0n objet de 1' invention consiste a prevoir un produit cosmetique 
de ce type qui presente ces avantages. 

Suivant la presente invention, il est prevu un produit 
cosmetique a base d'extraits proteiques naturels d'algues 
15 microscopiques du type chlorella laquelle possede la particularity 
d'etre monocellulaire . 

Suivant une autre caracteristique, l'extrait proteique est 
l'extrait de proteines totalea. 

Suivant une autre caracteristique, l'extrait proteique est 
20 l'extrait de proteines precipitees. 

Suivant une autre caracteristique, l'extrait proteique est 
l'extrait de proteines surnageant. 

L ' invention concerne egalement une composition cosmetique qui 
est caracterisee en ce qu'elle contient un produit cosmetique 
25 preced eminent decrit. 

L' invention concerne egalement des utilisations des produits 
cosmetiques decrits precedemment ou de la composition precedents 
respect ivement pour 1 ' amelioration de la mat rice extracellulaire du 
derme, pour leurs proprietes antielastasiques, pour leurs proprietes 
30 anticollagenases et pour la stimulation de la neosynthese des 
collagenes. 

Afin de mettre en evidence ces effets et proprietes sur le derme 
d'un tel produit, on a prepare, comme on va le voir, trois types 
d'extraits proteiques de l'algue: (1) l f extrait de proteines totales 
35 appele par la suite extrait CT, l'extrait de prot6ines precipitins 
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appeie par la suite extrait EP et 1* extrait de prolines sumageant 
appeie par la suite ES. 

On decrira ensuite quatre effets diff brents sur le derme, c'est 
a dire plus part icu lie rement sur la matrice extracellulaire du dense 
5 qui const itue le milieu environnant des cellules dermiques, qui est, 
comme on le salt, synth6tisee par les fibroblastes lesquelles sont 
les cellules majeures du derme, et qui est conposee principalement de 
prot6ines, telles que collagene, eiastine, f ibroneetine, etc., et de 
glycosaminoglycanes . 

10 En ce qui concerne la preparation de l v extrait prot6ique de 

chlorella CT, on se reportera a la Fig.l du dessin et, en ce qui 
concerne les preparations des extraits proteiques de chlorsll* BS et 
EP, on se reportera a la Pig. 2. Les informations donn£es dans ces 
figures font partie de la description. 

15 Le dosage de 1' azote total a permis de determiner la 

concentration en proteines de chacun des extraits. L' extrait sec a 
ete obtenu par passage a l'etuve a 105°C et les cendres ont 6te 
determinees aprds un passage au four a moufle. 

Le dosage des miner aux a ete realise par spectrophotom6tr ie . Les 

20 trois extraits CT, EP et ES ont ete lyophilises. 
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La rtaultat d*a 



ly..e eat donne dan* le Tableau 1 auivant. 
Tablaau 1 



EXTRA IT 


EP 


ES 


CT 


bxt sec * 




94.46 


9731 


Cendres % 


11 to 


24 92 


17,74 


Procaine % 


673 


51,87 


52,23 


Mgg/kg 


0,598 


0,626 


0.92 


Cag/kg 


1,019 


1.15 


2.2 


Femg/kg 


30736 


42638 


20434 


Cu mg/kg 


10637 


1 10.36 


31.43 


Mn mg/kg 


21.72 


37,7 


303 


Zn mg/kg 


180.99 


1310.78 


275.86 


a% 


3.92 


3.09 


2.18 


Pg^kg 




0.486 





La composition en acide. amine, dans lee extraits EP, ES et CT 
e.t donnee dans le Tableau 2 auivant. en ce qui concerne le. acid., 
amine, totaux. 



Tableau 2 



EP 



ES 



CT 



Acides amines totaux 



Lysine 

Hisddine 

Arginine 

Acide aspaitique 

Threonine 

Serine 

Adde glutamique 

Proline 

Glycine 

Alanine 

Cysteine 

Valine 

Methionine 

Isoleucine 

Leucine 

Tyrosine 

Phenylalanine 
Tryptophane 



6.07 

abs 

5.85 
11.97 

5.88 

4.68 
1639 

4.45 

6.27 

9.55 

0.47 

6.31 

0.61 

3.69 

8.41 

3.64 

0.05 

non dose 



739 
Abs 

5.99 
10.54 

534 

5.71 
15.13 

533 
11.24 
11.24 

1.87 

4.68 

1.83 

1.97 

4.12 

2.20 

0.01 

nun dose 



533 
Abs 
5.63 
13.18 
5.21 
4.97 
15.68 
639 
6.83 
9.93 
1.23 
6.17 
2.63 
3.10 
7.67 
1.45 
4.47 
non dose 
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En ce qui concerne les acidea amines libree. l'extrait BP 
preaente 0,02 % d'acidea amin&a libres, l'extrait CT preaente 0,11 % 
et l'extrait ES presents 0,14 %. 

On va maintenant etudier, & titre indicatif, quatre effete dea 
actifa coametiques ES, BP et CT et en donner lea reaultata 
exper imentaux . 

I - Effet Bur le depot de la matrice extracellulaire par dea 
fibroblaatea en culture. 

La matrice extracellulaire, conatituee principalement de 
collagene et d'elaatine. repreaente l'element de aoutien majeur du 
denne. Elle eat aynthetiaee et modelee par lea fibroblaatea. La 
quantite ainai que le degre d'organiaation et d' interaction de aea 
elfenenta conatitutifa aont dea parametres importanta de l'elaeticit6 
et de la fermet* cutaneea. 

Lea extraita EP, ES et CT ont 6t6 incub6a en prfiaence de 
fibroblaatea a confluence pendant 48 h. Dea culturea temoina, aana 
produit k l'easai, ont 6t6 r6alis6es en parallele. Au coura de 
1- incubation, les cellulea ont et6 obeerveea avec un microacope 
optique a contraate de phase. 

Enauite, lea fibroblaatea ont et6 decollfea du support de culture 
par congelation/dScongelation. On a enauite fixe la matrice extracel- 
lulaire avec du glutaraldehyde (2,5 % P/V) dana un tampon de 
cacodylate de aodium (0.1 M, P H 7,4), on I'm deahydratee dana dea 
bains successifs d'ethanol, puis s6che« sous CC,, puis mfetallisee 
avec un melange d'or et de palladium. Lea preparations ont et6 
observees au microacope i balayage et photographies . 

L'extrait EP n'a pas montre d' action favorable aur la matrice 
deposee. Cependant il faut emettre une reaerve aur ce reeultat dana 
la meaure ou, dana ce modele, il n'y a paa de barriere cutanee. Maia 
tout laiaae 4 croire que l'extrait BP pourrait avoir une action 
favorable. 

L'extrait CT a 40 pg/ml modifie peu la denaite dea fibrea 
depoaeea par rapport au temoin; en revanche, le diametre de cea 
fibrea eat augments. 
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A 200 „g/«l, il augmente fortement la density de la «trlc. 
depoaee et 1. nombre d'agregata depoae. le long dea fibre. *.t 
augment 6* 

L'extrait BS a 800 et 4000 nq/ml modifie de facon importante 
5 1'aepect de la matrice: 1. quantite de proteine. depo.ee. e.t 
augmentee, le diametre des fibree est plua important et de nombreu* 
agregata .ont pre.enta le long dea flbrea. 

Le Tableau 3 ci-de.aoua donne le recapitulatif dea effeta. 

Tableau 3 



10 



Compose 



EP 



CT 



ES 



Concentration 
us/mi 





Quantity 
demamce 


8 


<y- 


40 


0 


200 


<y- 


8 


0 


40 




200 


♦ 


160 


0 


800 


♦ 


4000 





Ca«*erisbqucs de la 

cultures 



deposee (par rapport 



aux 



Longueur 
des fibres 


Dtamtec 
des fibres 


Aspect 
delamathce 


0/- 


♦ 


0 


0 


0 


0 


07- 


0 


fin 


0 


0 


0 


0 


♦ 


0 


0 


0 


structure 


0 


0 


0 


♦ 


Of- 


structure 1 




♦ 


structure 



15 



0 : |« <k ctiffcence obse^ 

- : diminution par rapport aux O ment a 

♦ : a ugm e n tation par rapport aux uHhom s 

En re.um*, 1- fibrobl..t« cultiv*. in vitro dSpo.ent .ur le 
aupport de culture le. elements majeura de cette matrice, notamment 
le. proteine.. Ce depot peut etre observe en microscopie electronique 
a balayage. Le. compo.es CT et ES augmentent la densite du re.e.u de 
fibres deposees par les fibroblastes. Ces extraita peuvent done 
permettre d'ameliorer la qualite de la matrice depo.ee. Cette 
activite pourr.it contribuer a la -reatructuration- dea ti.au. 
cicatricials ou vieillioante . 



20 



II - Mise en evidence dee proprietee antielastaeique. de. 
ext raits EP, BS et CT. 



2728467 



6 



La reseau d'elaetine a pour fonction d* assurer la cohesion at 
l'elasticite du tissu. One destruction graduelle du tissu elastique 
ee produit sous 1' action des diastases qui aont des ensymes. II est 
done prdfdrable d'en limiter 1* action. 
5 L'extrait BP, BS ou CT est mis en contact direct avec une 

diastase en presence d'un substrat. le H-succinyl-(l-analine)3-p- 
nitroanilide, dit S.A.N. A. L'elastase entraine la rupture 
proteolytique de la liaison amidique entre l'analine et le 
paranitroanilide du substrat et libere un cnromophore. I." activity de 
10 1- diastase est determinee par la vitesse d' apparition du chromophore 
et est mesuree pendant 20 minutes a 410 na par apectrophotomdtrie. 

Afin d'evaluer les proprietea des trois extraits BP. ES, CT lea 
mesures suivantes sont effectuees. L'activite da l'elastase est 
mesurde sans actif et correspond a 100 % d'activite dlastasique. 
15 Cest le t6«noin. L'activite de 1-elastaae est mesuree en presence de 
1* actif suppose inhibiteur. Cest l'esaai. 

Le Tableau 4 ci-dessous donne les resultats en pourcentages 
d' inhibition de l'elastase en fonction de la concentration finale de 
l'extrait. 

20 Tableau 4 



•/•ExtxahEP 


0,03 


0,045 


0,06 


0,075 


% inhibition 


18.1 


30 


45,5 


54,4 


%£xtrait ES 


0,15 


0,25 


045 


0.5 


% inhibition 


7,2 


21 


25.6 


42,1 


% Exxntt CT 


0,03 


0.06 


0,084 I 


% inhibition 


°.8 


21,1 


30,8 | 



III - Inhibition de la proteolyse in vitro: prote, 
collagene vis-i-vis de la collagenase. 
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La presence de collagenases sp£cifiques dans la peau humaine ne 
fait plus de doute. L ' inhibition de la collagSnaee est mise en 
evidence par un test de diffusion en gel d' agarose, Dans ce test, le 
substrat, c'est-a-dire le collagene, est incorpore dans un gel 
5 d' agarose et expose a 1' action de son enzyme catabolique, c'est-a- 
dire la collagenase, au sein du gel. La degradation du substrat par 
1' enzyme sert de base de comparaison pour 1' Evaluation du test ou le 
substrat est incubS au prealable avec un dee trois extraits BP, BS ou 
CT a 0,15 %. 

10 Lea resultats sont les suivants: avec l'extrait BP, la 

protection est de 54,9 %; avec l'extrait ES, elle est de 41,4 %; et, 
avec l'extrait CT, elle est de 45,4 %. 

Les extraits EP, ES et CT present ent un effet protecteur du 
collagene. Ces resultats ont ete confirmes par une Etude realise* sur 

15 coupe du derme. En protSgeant les fibres de collagene du derme, ces 
extraits permettent de preserver 1 ' inteoralite des propriEtes 
biomecaniqueo des tissua cutanea et de prevenir leur relachement. 

IV - Stimulation de la neosynthese des collagenes 

a) Dans des cultures de fibroblastes de dermes humains 



20 



25 



30 



Ce modele In vitro, reposant sur 1 • utilisation de fibroblastes 
de derme humain en culture, a ete retenu pour 1' etude des effets des 
act if s ES et CT (EP presente une toxicite revelee au rouge neutre et 
trop importante pour etre etudiee par ce modele). 

Les cultures de fibroblastes ont ete incubees pendant 48 h avec 
les actifs a 1'essai. La proline tritiee, acide amine precurseur des 
collagenes, a ete ajoutee au milieu de culture pendant les 
24 dernieres heures de 1 • incubation. 

Les proteines synthetisees par les cellules ont ete precipitates 
par 1- acide trichloracetique. Les precipites, aprds lavage pour 
eliminer le precurseur non incorpore, ont ete extraits par 1' acide 
acetique. On mesure 1 • incorporation de proline tritiee dans les 
proteines acido-solubles correspondant principalement aux collagtoes 
en scintillation liquide. 
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Le Tableau 5 ci-deesous donne lea reeultete da 1 • incorporation 
de proline tritiee dana lee proteinea neoaynthetiaees par lea 
fibroblaetee en culture incubee en preeence de l'extrait BS ou CT. 



Tableau S 



Concentration de ELS 
en ug/ml 


0 


160 


800 


4000 


% proline ineorporee 
dans les proteines 
aci do- solubles par rapport 
aux cultures temoin 


100 


113 


182 


94 








Concentration de CT 
en ug/ml 


0 


8 


. 40 


200 


% de proline ineorporee 
dans les proteines 
acidosolubles par rapport 
aux cultures t6moin 


100 


132 


83 


71 



Ainsi, les composes ES a 0,8 mg/ml et CT U vq/ml stimulent 
5 synthese des collagenes. 



b) Dans un modele tridimensional 

Un modele de peau reconstitute, tel que celui qui est fabrique 
par la societe ATS sous le nom SKIN 2 et qui est proche du modele 
vivant puisqu'il s-agit de fibroblastes dermiques humains mis en 
10 culture our un nylon recouvert par des cellules epidermiques, a 
pertnis de confirmer que les composes ES et CT presentent des effete 
stimulants sur la synthese des proteines acido-solubles. II a 
egalement permis de montrer que les extraits BP et CT n'etaient pas 
toxiques in vivo. 

15 Le Tableau 6 ci-dessous donne les resultats des pourcentages de 

la synthese des collagenes. 
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Tableau 6 





Concentration (% P/V) 






0 


0,04 


0,2 


1 


ES 


100 


226 


280 


162 


EP 


100 


251 


227 


82 


CT 


100 


247 


227 


97 



Ul propri£tes mficaniques de la peau sont en grande partie dues 
aux collagenes qui constituent la traoe principale de la matrice du 
derme. 

Dans cette etude, les composes EP, ES et CT ont montre des 
effete stimulants sur la synthese des proteines acido-solubles. Ces 
observations permettent de revendiquer une activite "raf f ermissante- 
du derme cutane ou -restructurante*. 
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REVINDICATIONS 

1) Produit cosmetique & base d'extraits proteiquea naturels 
d'alguea, caracteriae en ce qu'il eat conatitue d'extraits protetquea 
naturels d'algues microscopiques du type chlorella laquelle poseede 
la particularity d'etre monocellulaire. 

5 2) Produit cosmetique auivant la revendication 1, caracteriae en 

ce que l'extrait proteique est l'extrait de proteinea totalea. 

3) Produit cosmetique auivant la revendication 1, caracteriae en 
ce que l'extrait proteique eat l'extrait de proteinea precipiteea. 

10 4) Produit cosmetique auivant la revendication 1, caracteriae en 

ce que l'extrait prot6igue eat l'extrait de proteinea aurnageant. 

5) composition cosmetique, caractferiaee en ce qu'elle contient 
un produit selon une des revendicationB 14 4. 

6) Utilisation d'un produit coametique auivant l'une dee 
15 revendications 1 4 4 ou d'une compoaition selon la revendication 5 

pour 1' amelioration de la matrice extracellulaire du derme. 

7) Utiliaation d'un produit coametique auivant l'une dee 
revendications 1 a 4 ou d'une compoaition selon la revendication 5 
pour leurs proprietes anti61astaBiquea. 

20 8) Utilisation d'un produit coametique auivant l'une des 

revendications 1 a 4 ou d'une compoaition aelon la revendication 5 
pour leura propriet6s anticollagenaaea. 

9) Utilisation d'un produit coametique auivant l'une des 
revendications 1 i 4 ou d'une compoaition aelon la revendication 5 
25 pour la atimulation de la neosynthese dee collagenes. 



PL. 1/2 
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